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　　摘要：由小麦矮腥黑穗病菌（ＴｉｌｌｅｔｉａｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓａＫüｈｎ）引起的小麦矮腥黑穗病和由小麦光腥黑穗病菌［Ｔｉｌｌｅｔｉａ
ｆｏｅｔｉｄａ（Ｗａｌｌｅ．）Ｌｉｎｄｒ］引起的小麦光腥黑穗病都是世界性的病害，小麦矮腥黑穗病是一种重要的国际检疫性病害，是
麦类黑穗病中危害最大、极难防治的检疫性病害之一，小麦光星黑穗病在我国被列为北京市的检疫对象。采用激光共

聚焦显微技术结合染色方法可简便快速区分小麦矮腥黑穗病菌和小麦光腥黑穗病菌，２种病原菌的冬孢子壁分别呈
绿色网纹荧光及均匀平滑绿色荧光，检测可在５～７ｍｉｎ完成，为快速区分２种病原菌的冬孢子提供了一种新的方法。
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　　由小麦矮腥黑穗病菌（ＴｉｌｌｅｔｉａｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓａＫüｈｎ）
引起的小麦矮腥黑穗病是重要的检疫性病害，病原

菌冬孢子可在土壤中存活１０年之久，一旦发病，很
难防治［１－２］。由小麦光腥黑穗病菌［Ｔ．ｆｏｅｔｉｄａ
（Ｗａｌｌｅ．）Ｌｉｎｄｒ］引起的小麦光腥黑穗病是一种全球
性的麦类黑穗病，被我国划为北京市的检疫对

象［３］，该病原菌冬孢子在土壤中可存活２年以上，
室内干燥情况下可存活２０年之久。２种病原菌的
冬孢子在形态学上很相似［４］，小麦矮腥黑穗病菌在

１９３５年被Ｙｏｕｎｇ首次鉴定，被认为是光腥黑粉菌和
网腥黑粉菌（Ｔ．ｃａｒｉｅｓ）之间的变种，随后被作为一
个新物种发表［５］。国内外学者从形态学、生物学及

分子生物学方面进行了大量研究工作。小麦矮腥

黑穗病菌冬孢子直径为１４～２２μｍ，光腥黑穗病菌
冬孢子直径为１９～２４μｍ［６］，小麦矮腥黑穗病菌冬
孢子形态上网脊较高，孢壁外由１层透明的胶质鞘
包围，而光腥黑穗病菌冬孢子光滑无网脊。小麦矮

腥黑穗病菌的冬孢子在５℃光照条件下约３０ｄ可
萌发，而小麦光腥黑穗病菌的冬孢子在１５℃条件下

约需７ｄ可萌发［４，７］。根据冬孢子自发荧光的特

性［８］，蔚慧欣等发现，激光共聚焦显微镜下可区分２
种病原菌的冬孢子［９］。此外，研究者们还尝试了

ＳＣＡＲ（特定序列扩增）、ＲＭ－ＰＣＲ（ＤＮＡ随机扩增
多态性引物介导的不对称复性温度 ＰＣＲ）、Ｒｅｐ－
ＰＣＲ（基因组短重复序列ＰＣＲ）以及ＩＳＳＲ（简单重复
序列间区）等分子检测方法［１０－１４］。

激光共聚焦显微技术是以普通荧光显微镜为

基础，添加激光发射和扫描装置、计算机图像处理

系统等，通过光学断层扫描待观察样品，利用三维

结构重建等得到荧光图像的一种现代光学显微

镜［１５］，与普通显微镜相比，共聚焦和点扫面技术使

图像的分辨率和准确率显著提高，其通过光线来完

成对标本的切片，而不是使用传统机械方式，这种

方法对标本没有损伤［１６］。激光共聚焦显微镜技术

具有细胞生物学功能、图像处理功能，激光共聚焦

显微技术目前在细胞生物学［１７］、植物学［１８］等领域

被广泛应用。另外，从谷物的胚中分离出的高度保

守的麦胚凝集素（ＷＧＡ）是一种植物凝集素，可特异
性识别与结合真菌细胞壁中的几丁质［１９］，ＷＧＡ与
绿色荧光基团ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８连接具有很好的荧光
标记作用。目前，激光扫描共聚焦显微镜显微技术

结合染色技术已被广泛应用于植物体内病原真菌，

如玉米瘤黑粉菌（Ｕｓｔｉｌａｇｏｍａｙｄｉｓ），禾草离蠕孢
（Ｂｉｐｏｌａｒｉｓｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ）和印度梨形孢（Ｐｉｒｉｆｏｒｍｏｓｐｏｒａ
ｉｎｄｉｃａ）［２０－２２］的检测，其主要优点是可以在细胞内看

—６２１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１６期



到标本的三维图像［２３］。Ｇａｏ等曾利用激光共聚焦
显微镜观察玉米瘤黑粉菌在玉米花药中的侵染过

程［２０］。蔚慧欣等曾利用此方法观察小麦矮腥黑穗

病菌在小麦体内的侵染过程［２４］。本研究应用激光

共聚焦显微扫描术，实现了不分离病原菌的冬孢

子，直接在小麦病粒内部快速检测和区分小麦矮腥

黑穗病菌和小麦光腥黑穗病菌。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试种子和病原菌　供试小麦种子为东选
３号，小麦矮腥黑穗病菌来自美国农业部农业研究
院 （Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＲｅｓｅａｒｃｈＳｅｒｖｉｃｅ），小麦光腥黑穗病菌源
自河南。本试验于２０１９年５—９月在中国农业科学
院植物保护研究所植物病虫害生物学国家重点实

验室进行。

１．１．２　主要试剂和仪器　ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８（ＡＦ４８８）
标记的麦胚凝集素（ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＷＧＡ）购
自北京冰达生物科技有限公司，无水乙醇、磷酸盐

缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ，ｐＨ值为７．４）
购自北京广达恒益科技有限公司。

激光共聚焦显微系统采用高性能的 ＬｅｉｃａＴＣＳ
ＳＰ８，整个系统主要由１台倒置荧光相差显微镜、１
组由半导体激光器、氩离子气体激光器、氦氖离子

气体激光器组成的多波长激光器以及１台控制系统
运行的工作站构成［２５］。

１．２　方法
１．２．１　小麦的种植　小麦种子用３０％次氯酸钠表
面消毒５ｍｉｎ后用灭菌蒸馏水冲洗３次，放入５℃
培养箱中春化 １个月，直到胚芽鞘长至 １～３ｃｍ。
将春化好的种子播种于直径２０ｃｍ的花盆中，深度
３ｃｍ左右，每盆种１０株，置于温度为５～１０℃，２４ｈ
全光照的培养箱（ＬＴ－３６ＶＬ，Ｐｅｒｃｉｖａｌ，ＵＳＡ）中生长。
拔节期后调节温度为１５～２０℃。
１．２．２　接种的菌悬液制备　用血球计数板在光学
显微镜（ＬａｉｃａＳ６Ｄ，德国）下调整小麦矮腥黑穗病菌
和小麦光腥黑穗病菌的冬孢子浓度均为 １×
１０６个／ｍＬ，２００μＬ／皿将其涂布于 ２％土壤培养基
和水琼脂培养基上，分别置于４、１６℃和相对湿度
５０％培养箱中培养至冬孢子萌发，以菌丝长到冬孢
子直径的１／２时视为萌发，约７０％的冬孢子萌发后
用灭菌蒸馏水将菌丝冲洗下来，用紫外分光光度计

（ＴＵ－１９００，Ｃｈｉｎａ）测得菌丝悬液 Ｄ６００ｎｍ值为０．１～
０．２备用。
１．２．３　接种小麦矮腥黑穗病菌和小麦光腥黑穗病
菌　待小麦苗长到孕穗期即穗子发育至小麦旗叶
全部从倒２叶叶鞘内伸出时用注射器将备用菌丝悬
液注射入小麦旗叶与幼穗之间的空腔１ｍＬ，接种频
率１次／ｄ，连续接种５ｄ。
１．２．４　样品染色　待小麦长至抽穗期采集病粒，将
其放于无水乙醇中，取病粒加无菌水清洗３遍，用镊
子将病粒压碎并离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ），去上
清。将待测样品置于２０～３０μｇ／ｍＬＷＧＡ－ＡＦ４８８
染料中染色 ４０～６０ｍｉｎ，然后用 １×ＰＢＳ（ｐＨ值
７４）冲洗３～５次，并保存在１×ＰＢＳ中待观察。所
有操作均在室温下进行，染色后的样品要避光保存。

１．２．５　镜检观察　将染色后的含小麦矮腥黑穗病
菌和小麦光腥黑穗病菌的病粒（小麦籽粒）染液放

在凹玻片上，置于２０倍激光共聚焦显微镜下观察，
选用激发波长４８８ｎｍ进行光学切片逐层扫描。
１．２．６　分析图像　根据扫描的图像，分析荧光在２
种冬孢子表面成像的差异。

２　结果与分析

２．１　小麦矮腥黑穗病菌和小麦光腥黑穗病菌冬孢
子的荧光成像

以４８８ｎｍ的波长激发光对冬孢子进行光学扫
描，可分别在波长为５１０～５７０、５９０～６８０ｎｍ范围内
得到相应发射光。小麦矮腥黑穗病菌和小麦光腥黑

穗病菌冬孢子均可被ＷＧＡ－ＡＦ４８８染成绿色（图１）。
２．２　小麦矮腥黑穗病菌和小麦光腥黑穗病菌冬孢
子的扫描图片

对染色后的小麦矮腥黑穗病菌和小麦光腥黑

穗病菌２种冬孢子进行层切扫描，各自获得１５张不
同层面的连续光学切片扫描图像（图２、图３）。在２
种冬孢子中，都能在４８８ｎｍ的激发波下看到绿色荧
光形态清楚，同时在明场下可观察到不同层面的清

晰结构。层切扫描显示绿色荧光在这２种冬孢子的
空间分布存在明显差异：小麦矮腥黑穗病菌冬孢子

的网脊和细胞壁均被染色，光圈直径（２２．９９±
０２９）μｍ，而小麦光腥黑穗病菌冬孢子显示较为平
滑的绿色荧光，光圈直径（１６．３７±０．３３）μｍ。

３　讨论与讨论

激光共聚焦显微技术以其成像清晰、精确、客
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观等特点在生物学研究方面广为应用［２６］。本试验

通过激光共聚焦显微镜来观察 ＷＧＡ－ＡＦ４８８染色
后的小麦矮腥黑穗病菌和小麦光腥黑穗病菌冬孢

子，其结果相对基于自发荧光区分的激光共聚焦检

测方法［８］更为稳定与准确，该方法可在５～７ｍｉｎ内
得到检测结果，为小麦矮腥黑穗病菌和光腥黑穗病

菌的快速检测与鉴定提供了快速、准确的方法。

在本研究中使用了几丁质特异性染料 ＷＧＡ－
ＡＦ４８８，它与真菌病原体相互作用并释放绿色荧光
图像。结果表明，小麦矮腥黑穗病菌冬孢子呈现网

纹的绿色，而小麦光腥黑穗病菌冬孢子细胞壁呈现

平滑均匀的绿色，进而根据这一特征成功区分２种
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病原菌的冬孢子（图２、图３）。
基于２种病原菌冬孢子的形态特征，普通光学

显微镜及扫描电镜可用于区分２种病原菌的冬孢
子［４］，基于自发荧光特点，可采用激光共聚焦显微

技术区分２种病原菌的冬孢子［９］，但是以上的检测

方法均要基于分离出大量冬孢子样本才可以进行

检测，且冬孢子的自发荧光有强有弱，遇到自发荧

光比较弱的时候就很难将二者区分开来。而本研

究是用发病的植物组织（小麦籽粒）直接染色病菌

冬孢子并进行层扫检测，可观察到植物组织（小麦

籽粒）中肉眼看不到的少量冬孢子，进而实现病原

菌的快速检测，本方法可为其他类似植物体内病原

菌的检测提供可借鉴的思路及方法。
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棉长管蚜和棉蚜对其蜜露的选择性反应

闫文静，张玉栋，吴　娜，王俊刚
（石河子大学农学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：测定棉长管蚜和棉蚜分泌蜜露日节律及其对蚜虫蜜露的选择性，旨在阐述蜜露这一信息物质在种间竞争中
发挥的作用。蜜露对棉长管蚜和棉蚜寄主选择性的影响研究结果表明，棉长管蚜和棉蚜的蜜露数量、蜜露量及蜜露斑

直径均随着蚜虫龄期的增加而增加，且白天分泌的蜜露量大于夜间，说明蚜虫白天的代谢活动大于夜间。无翅棉长管

蚜对棉长管蚜蜜露和棉蚜蜜露的选择具有趋避性，且具有显著性差异；有翅棉长管蚜对棉蚜蜜露具有选择趋避性，选

择率为３１％；无翅棉蚜对棉蚜蜜露和棉长管蚜蜜露选择具有趋避性，选择率分别为２７％、２２％；有翅棉蚜对棉蚜蜜露
选择具有趋避性，选择率为３５％，但棉长管蚜蜜露对有翅棉蚜选择的影响不明显。棉长管蚜和棉蚜对蜜露选择的差
异，说明棉蚜有更强的领域占领能力。

　　关键词：棉长管蚜；棉蚜；蜜露；日节律；选择；趋避性
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害虫和昆虫防治研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２２７６７０１２８７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：王俊刚，博士，教授，从事农业昆虫和害虫防治研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｕｎｇａｎｇｗａｎｇ９８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　 棉花是新疆的重要农作 物，棉 长 管 蚜
（Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎｇｏｓｓｙｐｉｉ）和棉蚜（Ａｐｈｉｓｇｏｓｓｙｐｉｉ）是棉
花上的两大蚜虫，给棉花带来了巨大的经济损

失［１］。棉长管蚜和棉蚜发生期重合，存在竞争关

系。在一般年份，棉长管蚜出现的时间早于棉蚜，

北疆棉长管蚜在４月底至５月初出现，棉蚜在５月
下旬出现，之后棉长管蚜和棉蚜在棉花上一直共

存，直到棉花吐絮［２－４］。在６—７月棉长管蚜和棉蚜
发生量的高峰期错落有致，在６月中下旬棉长管蚜
数量达到顶峰，而７月上旬棉蚜数量达到顶峰。棉
田中调查发现，在棉花生长早期棉蚜数量不如棉长

管蚜数量多，但在棉花生长中后期，棉蚜的数量远

远大于棉长管蚜，呈现出明显的竞争优势［５－７］。昆

虫竞争通过干扰或致死的策略来达到控制另一方
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